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CD166+ CD133- CD105- CD24- CD26-の細胞表面マーカーの組み合わせを持つ成熟分化
した培養ヒト角膜内皮細胞の SPs（mature SPs）をエフェクター細胞と定義した。そして、
CD マーカーのこの組み合わせプロファイルを持たない培養ヒト角膜内皮細胞を含む SPs
をすべて cell-state-transition(CST) SPs と定義した。これまでの臨床研究から細胞注入治
療において臨床的に有用な成果を得るためには、エフェクター細胞の割合、すなわち
E-ratio は 90％以上であることが望ましい。 
この研究では、ドナーヒト角膜から採取した角膜内皮細胞を in vitro で培養した mature 
SPs および CST SPs と ex vivo のヒト角膜内皮組織を対象にした。細胞外フラックスアナ
ライザー（XFe24; Agilent Technologies; Santa Clara, CA）を使用して、ミトコンドリア




結果、in vitro では mature SPs の最大 OCR は CST SPs よりも有意に高く、ex vivo で
は健常ドナー組織の最大 OCR が角膜内皮代償不全をきたしたドナー組織よりも有意に高
かった。ex vivo においてドナー年齢差による最大 OCR の有意な差は認めなかった。mature 
SPｓは継代から日数が経過するごとに徐々に最大 OCR が低下し 5 週間で安定化した、最
大 OCR は培養時の添加化合物によって大きな影響を受けた。すなわち EGF、SB431543
によって最大 OCR は有意に抑制され、Rho 関連プロテインキナーゼ阻害剤 Y-27632 によ
って有意に増大した。呼吸の 3 大基質であるグルコース、アミノ酸、脂肪酸の代謝依存性
は、SPs によって様々なプロファイルを示した。特に CST SPs は mature SPs と比較して





し、CST SPs では乳酸 LDH の発現が増加していた。TCA サイクルに関与する酵素である
リンゴ酸デヒドロゲナーゼ(MDH)1，アコニターゼ(ACO)1，イソクエン酸デヒドロゲナー
ゼ(IDH)1 は CST SPs で発現が増加したが，MDH 2，ACO2，IDH2 は mature SPs で選
択的に発現が増加した．また、アセチル CoA に関連する酵素の発現もこれとは対照的であ
り、アセチル CoA 合成酵素短鎖 1（ACSS1）は mature SPs で選択的に発現が増加したの
に対し、CST SPs では ATP-クエン酸リアーゼと ACSS2 が選択的に発現増加を認めた。 
本研究によりヒト角膜内皮細胞の細胞状態にはミトコンドリアが深く関与していること
が示唆された。さらに、アセチル CoA を中心とするミトコンドリアの中間代謝物はエピジ
ェネティックに角膜内皮細胞の運命と機能に関連している可能性が示唆された。また、細
胞外フラックス分析が、培養ヒト角膜内皮細胞の SPs を機能的評価するための新しいツー
ルになりうることを見出した。 
 
